

















of  the  recently developed –order  kinetics  than by  the  0th–,  1st–  and/or  2nd–order  classical 14 
treatments.  The  photodegradation  of  anti–cancer  Dacarbazine  (DBZ)  in  ethanol  has  been 15 





of  DBZ  to  serve  as  a  drug–actinometer  has  been  investigated  using  the  mathematical 21 
framework of –order kinetics.  It has been shown that DBZ  in ethanol can represent a good 22 
candidate  for  reliable  actinometry  in  the  range  270–350  nm.  A  detailed  and  easy–to–23 















Dacarbazine  (DBZ)  is  an  anti–cancer  drug  used  for  the  treatment  of  metastatic  malignant 37 
melanoma and Hodgin’s disease.1 It is also sometimes used in combination with other drugs for 38 
soft tissue sarcoma.2 DBZ is supplied as a sterile, lyophilized powder that can be reconstituted 39 
for  intravenous  injection.3,4 DBZ can also be dispensed orally but this way of administration  is 40 
limited due to its incomplete absorption in the body.5  41 
 42 
The  photodegradation  of  DBZ  in  aqueous  solution,  when  subjected  to  both  sunlight  and 43 




Despite  a  large  number  of  studies  reported,  so  far,  on  the  photodegradation  and 48 
photostabilisation of DBZ, only a few included kinetic studies. Nevertheless, the reaction order 49 
corresponding  to DBZ photodegradation  is still controversial as  it was  reported  to obey both 50 
zero‐order11  and pseudo‐first‐order9 kinetics in solution.       51 
 52 
In  fact,  such  an  ambiguity  on  the  reaction  order,  is  ubiquitous  in  pharmaceutical  studies  in 53 
relation to the photodegradation of drugs.12,13 In our team, we have recently proposed a new 54 
approach  based  on  –order  kinetics  that  was  found  useful  for  the  description  and 55 
4 
 
quantification  of  unimolecular AB(1)  and  reversible AB(2)  photodegradation  reactions  of 56 























Dacarbazine  and  its  photoproducts  were  separated  on  a  Gemini  C18  reverse  phase  column  78 
5 µm, 2.1 x 50 mm  (Phenomenex, UK)  fitted  to a Perkin Elmer Series 200 Pump and UV/Vis 79 
Detector,  and  a  600  Series  Link  interface;  all  of  which  were  controlled  remotely  using 80 
TotalChrom software (PerkinElmer, USA). Separation was achieved at a flow rate of 0.5 ml/min 81 
with  a  mobile  phase  of  70%  water  (adjusted  to  pH  3  with  glacial  acetic  acid)  and  30% 82 
acetonitrile.  An  injection  loop  of  20  µl  was  used  and  the  detector  wavelength  was  set  at  83 
236 nm. The overall  run  time of  the assay was 10 min. The  retention  times  for DBZ and  its 84 


















spectra  and  kinetic  profiles  for  the  irradiation  and  calibration  experiments.  This 101 
spectrophotometer was  equipped with  a  1–cm  cuvette  sample  holder  and  a  Peltier  system 102 
model Agilent  8453  for  temperature  control. As  such,  the  sample was  kept  at  22C,  stirred 103 
continuously  during  the  experiment,  and  completely  shielded  from  ambient  light.  The 104 
spectrophotometer was monitored by an Agilent 8453 Chemstation kinetics–software. 105 
 106 
A Radiant Power/Energy meter model 70260 was used  to measure  the  radiant power of  the 107 
incident excitation beams.  108 
 109 
The  radiant  power,  given  in  mW.cm‐2.s‐1  by  the  radiant  power  meter,  is  converted  to  the 110 























The  long  lasting  problem  of  achieving  closed–form  integration  of  photoreaction  differential 130 





species  (A)  into  a  photoproduct  (B)  via  a  unimolecular  photoreaction  involving  a  single 136 
photochemical step (Φ஺→஻ఒ೔ೝೝ ), the so–called AB(1) photoreaction. The closed–form integration 137 
was  achieved  for  the  case  where  A  is  the  only  absorbing  species  in  the  reactive  medium 138 
(ߝ஻ఒ೔ೝೝ ൌ 0).14  This  integrated  rate–law  was  then  used  as  a  template  to  develop  a  semi–139 
empirical rate–law model for the situation where both (A and B) species absorb the excitation 140 
light,  whose  reaction  differential  equation  cannot  be  solved.  Optimization,  testing  and 141 
validation  of  the  developed  semi–empirical  rate–law  (Eq.1)  were  achieved  by  using  data 142 
generated by Runge–Kutta numerical integration method.16  143 
 144 
The  general  AB(1)  semi–empirical  rate–law  equation  describing  the  time  variation  of  the 145 
cumulative  absorbance  of  the  reactive  medium  involving  the  unimolecular 146 




Eq.1  has  been  established  for  a  homogeneously  and  continuously  stirred  solution, which  is 149 
subjected  to  a monochromatic,  non–isosbestic  and  continuous  irradiation  (ߣ௜௥௥)  at  constant 150 
temperature.  Also,  it  is  assumed  that  the  concentration  of  the  excited–state  species  is 151 
negligible  and  at  the  irradiation  wavelength  (ߣ௜௥௥)  species  A  and  B  may  absorb  different 152 
amounts of light ( ఒܲ೔ೝೝ), i.e. the absorption coefficients of the species may be different (ߝ஺ఒ೔ೝೝ   153 
ߝ஻ఒ೔ೝೝ   0). For the present study, the species A and B correspond to dacarbazine, DBZ, and  its 154 
photoproduct,  PP.  (The  photo  product’s  chemical  structure  has  not  been  identified  with 155 
certainty). 156 


























where ݈ఒ೔ೝೝrepresents  the optical path  length of  the  irradiation beam  inside  the  sample  and 158 
݈ఒ೚್ೞis  the  optical  path  length  of  the  spectrophotometer monitoring  light.  The  absorbances 159 
(ܣఒ /ఒ )  in Eq.1  correspond  to  the actual measurements by  the  instrument  (i.e. along ݈ఒ೚್ೞ) 160 
performed on the reactive medium, at a given reaction time (ܣ௧௢௧ఒ೔ೝೝ/ఒ೚್ೞሺݐሻ), at the  initial time 161 
(t=0, ܣ஽஻௓ఒ೔ೝೝ/ఒ೚್ೞሺ0ሻ),  and  at  the  end  of  the  reaction  (t  = ∞, ܣ௉௉ఒ೔ೝೝ/ఒ೚್ೞሺ∞ሻ where  only  the 162 




not be  the  same. Therefore, each kinetic profile  is dually  labelled by  the  irradiation and  the 165 
observation wavelengths (ߣ௜௥௥/ߣ௜௥௥ or ߣ௜௥௥/ߣ௢௕௦). 166 
 167 
The exponential factor  in Eq.1, ݇஽஻௓ఒ೔ೝೝ , representing the overall photoreaction rate–constant,  is 168 
analytically expressed by 169 
 170 
݇஽஻௓ఒ೔ೝೝ ൌ Φ஽஻௓→௉௉ఒ೔ೝೝ ൈ ߝ஽஻௓ఒ೔ೝೝ ൈ ݈ఒ೔ೝೝ ൈ ܨஶఒ೔ೝೝ ൈ ఒܲ೔ೝೝ ൌ ఒ೔ೝೝ ൈ ఒܲ೔ೝೝ																																																						ሺ2ሻ       171 
 172 













The  set  of  Eqs.13,  are  also  applicable  for  the  case  where  only  species  A  absorbs  as  the 177 
corresponding equations can be retrieved from Eqs.1–3 by considering the quantities relative 178 





excitation  light was conditional to ܨஶఒ೔ೝೝ  being higher than 1.2 (ܣ௉௉ఒ೔ೝೝ/ఒ೔ೝೝሺ∞ሻ ൏ 0.65ሻ. This has 182 
proven  to be  a  simple  limitation  as  the  former  condition  can easily be met by  lowering  the 183 






Since  the  differential  equations  of  thermal  and  photochemical  reactions  are  different,  it  is 190 
expected that the mathematical formulae of their respective integrated rate‐law equations be 191 
different,  and  therefore  a  specific  order  for  each  reaction  should,  as  a  consequence,  be 192 
established. This statement holds equally  for  the case where  two different  thermal  reactions 193 
are  considered  (e.g.,  zeroth  and  firstorder  reactions)  as well  as  for  reactions  of  different 194 
nature (photochemical and thermal reactions). As a matter of fact, order kinetics would be 195 
ill‐described by for  instance 1storder kinetics (as  it would be  if either 0th or 2nd order kinetics 196 
were used). From this point of view, the photodegradation kinetics of drugs should be better 197 
described by order kinetics instead of the usually employed treatments that correspond to 198 
thermal  reactions.  A  comprehensive  discussion  of  the  properties  order  kinetics  and  its 199 
flexibility compared to thermal reaction orders has been previously provided.16  200 
Also,  the order  kinetics  presents  the  advantage  of  providing  the  absolute  values  of  the 201 
quantum yield  (and/or  the ఒ೔ೝೝfactors)  irrespective of  the  radiant power used  (as  set out  in 202 
12 
 











such an  interpretation,  the  intramolecular CT  transitions might be attributed  to a  resonance 214 
interaction  involving n →  conjugation. Since  the * orbital  is  situated on  the double bond 215 





long–wavelength band  at  the end of  the  reaction. During  the  reaction progress  a new peak 221 









































































The kinetic  traces were collected by observing  the  timely variation of  the absorbance of  the 254 
reactive medium  at  a  unique  observation wavelength  (ߣ௢௕௦ =  325  nm)  for  each  experiment 255 










































The  subsequent good  fitting of  these  traces with Eq.1  further  confirmed  that DBZ obeyed a 267 
unimolecular  phototransformation  which  was  well  described  by –order  kinetics.  This  also 268 




photodegradation  in organic media.  In water  solution, DBZ degradation under polychromatic 273 
fluorescent  light  was  reported  to  obey  apparent  first–order  kinetics  even  though  the  data 274 
presented  showed  a  good  linear  correlation  between  the  remaining  DBZ  concentration  (in 275 
percentage)  with  reaction  time.9  Similar  treatment  of  the  kinetic  data  are  predominant  in 276 
photodegradation  studies.12  However,  owing  to  the  fact  that  the  0th–,  1st–,  and  2nd–order 277 
kinetic  classical  models  were  basically  developed  for  thermal  reaction,  they  should  not  in 278 
principal  be  applicable  to  photodegradation  data  due  to  the  differences  found  in  the 279 
differential  equations  of  thermal  and  photochemical  reactions.  It  is  also  worth  noting  that 280 
there are many examples where  the  same experimental data of a given drug photoreaction 281 
could  be  fitted  with  equations  corresponding  to  two  different  classical  reaction‐orders,12 282 




The  analysis  of  Fig.3  suggests  that  DBZ  photodegradation  increases  with  irradiation 287 
wavelength,  with  the  fastest  reactions  observed  for ߣ௜௥௥  >  300  nm.  However,  a  definite 288 
conclusion  on  the  basis  of  this  observation  might  be  dubious  as  the  formula  of  the 289 
photodegradation  rate–constant,  involves  a  contribution  of  reaction  attributes,  reactants’ 290 
17 
 














The  efficiency of DBZ photodegradation  is wavelength–dependent with  a  significant  50–fold 305 





The phenomenological  trend of  the experimental data  relative  to our DBZ photodegradation 311 




was not  reached  for DBZ,  the general pattern  is consistent with  the data observed  for other 314 
drugs.16,18,22‐24 The sigmoid function, given by Eq.4, yields values for Φ஽஻௓→௉௉ఒ೔ೝೝ  which agree well 315 
with  their  experimental  counterparts  listed  in  Table  1.  The  two  sets  of  values  are  linearly 316 
correlated as  indicated by  the  inset of Fig.4.  In  this  respect, Eq.4 can be used  to predict  the 317 
quantum yield absolute values at any irradiation wavelength between 220 and 350 nm. 318 
 319 
Φୈ୆୞→୔୔஛౟౨౨ ൌ ଴.ଶ଺ଷଵାଷଽଽൈ௘షబ.బమలఱൈሺഊ೔ೝೝషభఴబሻ 																																																																																											ሺ4ሻ  320 
 321 
The  acute  evolution  of  the  quantum  yield  values  over  the  150–nm  spectral  range,  clearly 322 
indicate that monochromatic light is the best tool to characterise the photoreactivity of drugs. 323 
Incidentally,  such a  result on quantum yields  cannot be achieved using  the  classical  thermal 324 
kinetic  models.  This  also  points  out  the  challenge  of  obtaining  reliable  measurements  of 325 
reaction  quantum  yields  when  using  polychromatic  and  pseudo–monochromatic  lights  (the 326 
latter are most often obtained as filtered light from lamps whose beams’ bandwidths may vary 327 
from  a  few  tens  to  more  than  a  hundred  nanometres).25  The  results  obtained  from  such 328 









Quantum  yields, overall  rate–constants,  absorption  coefficient  and  radiant power  values  for 336 
DBZ photodegradation reactions under various monochromatic irradiation wavelengths. 337 
ࣅ࢏࢘࢘  ࢿ۲۰܈ૃܑܚܚ  / M‐1.cm‐1  ࡼૃܑܚܚ / einstein s‐1dm‐3  ࢑ࡰ࡮ࢆࣅ࢏࢘࢘  x 103 /s‐1  ઴ࡰ࡮ࢆ→ࡼࡼࣅ࢏࢘࢘  
350  9896  2.99 x 10‐6  6.63  (49 ± 1.11) x 10‐3 
345  12580  2.17 x 10‐6  5.55  (42 ± 1.65) x 10‐3 
325  18864  2.16 x 10‐6  4.17  (23 ± 5.84) x 10‐3 
300  12469  1.45 x 10‐6  1.37  (16 ± 3.31) x 10‐3 
275  7068  1.44 x 10‐6  0.45  (9 ± 1.80) x 10‐3 
250  7157  1.26 x 10‐6  0.23  (4 ± 2.81) x 10‐3 
236  14639  1.49 x 10‐6  0.20  (1 ± 1.00) x 10‐3 




Fig.  4:  Average  forward   Φୈ୆୞→୔୔஛౟౨౨  (filled  circles)  quantum  yields  calculated  for  irradiation 341 
wavelengths ߣ௜௥௥ =  350,  345,  325,  300,  275,  250,  236  and  221  nm.  The  line  represents  the 342 




Our  results  for DBZ  (Φୈ୆୞→୔୔஛౟౨౨ ) are about 10‐fold  lower  than  those obtained  for nifedipine, a 345 
very light sensitive cardiovascular drug, which obeys AB(1) –order kinetics,16 and 2‐5 times 346 
lower  than  those  obtained  for  trans–Montelukast,  a  photoreversible  AB(2)  system.18 347 
However,  for  all  these  drugs,  the  quantum  yield  values  increased  with  the  irradiation 348 
wavelength and their photochemical efficiencies were the smallest for the shortest wavelength 349 
transitions (mostly below 270 nm). Obviously, our findings do not corroborate the affirmation, 350 
concerning  the  quantum  yield  dependency  with  irradiation  wavelength,  stating  that  “the 351 
quantum  yield  is  a  wavelength  independent  quantity  and  thus  can  be  determined  at  any 352 
wavelength  that  the  substance absorbs, although a greater precision can be gained near  the 353 





Drugs  are  not  usually  used  as  actinometers  and  no  kinetic–based methods  for  actinometry 359 
have  so  far  been  reported.12,13,25,26  In  previous  studies  it  has  been  shown  that  drugs  and 360 
chemical  systems  which  are  well  described  by  –order  kinetics  may  be  exploited  as 361 
actinometers.15,16,18  Indeed,  the –order equations are  flexible enough  to bring  forward  the 362 
potential and facilitate the development of new drug–actinometers based on the kinetic data 363 
of  their photodegradations.  In  the  context of pharmaceutics, proposing new actinometers  is 364 
important  since  the  one  recommended  by  ICH,27  namely  the  quinine  hydrochloride 365 






















































Testing  the potential of DBZ  for actinometry was performed within  the 270‐350 nm  spectral 380 
range where DBZ  is most photoactive (Table 1). Five  irradiation wavelengths (ߣ௜௥௥ = 350, 345, 381 
325, 300, and 275 nm) were selected for the study. A series of freshly prepared DBZ solutions 382 
were  each  irradiated  at  one  of  the  selected  wavelengths with  a  series  of  different  radiant 383 
powers of the excitation beam ( ఒܲ೔ೝೝ, spanning the capacity of our instrumentation). The traces 384 
for  DBZ  photodegradations  were  collected  while  monitoring  the  medium  at  the  maximum 385 
intensity of DBZ absorption spectrum  (ߣ௢௕௦ = 325 nm). These  traces have  then been  fitted  to 386 
Eq.1 (Fig.5), and the respective values of the rate–constants (݇஽஻௓ఒ೔ೝೝ ) determined. 387 
 388 
According to Eq.2, the higher the  ఒܲ೔ೝೝ values the  faster the photodegradation  (i.e. the higher 389 
the ݇஽஻௓ఒ೔ೝೝ  values). Also, as predicted by the latter equation, ݇஽஻௓ఒ೔ೝೝ  and  ఒܲ೔ೝೝ values were found to 390 




the  factors ߚఒ೔ೝೝ(Eq.2), produce  a  triangular  correlation with  the  irradiation wavelength.  This 395 
correlation  can  readily  be  represented  by  two  linear  relationships  as  given  in  Fig.7  (with 396 
correlation  coefficients  exceeding  0.99). Using  the  linear  relationships,  allows  predicting  the 397 
values  of ߚఒ೔ೝೝ  for  any  irradiation  wavelength  situated  between  275  and  350  nm.  But  more 398 
importantly,  such ߚఒ೔ೝೝ  values effectively  serve  the determination of  the  radiant power of  an 399 




Table  4:  Correlation  equations  for  the  variation  of  DBZ  photodegradation  overall  rate–402 











350  2120.6 x 	 ଷܲହ଴ + 0.0002  0.9969  1.01 – 2.51 
345  2589.8 x 	 ଷܲସହ ‐ 0.0003  0.9830  0.95 – 2.20 
325  4013.2 x 	 ଷܲ଴଴ ‐ 0.0024  0.9499  0.93 – 1.90 
300  2499.3 x 	 ଷܲ଴଴ ‐ 0.0017  0.9987  1.05 – 1.31 













270‐325 = 73.739 x irr ‐ 19842
r² = 0.989


































drug DBZ  in ethanol  to  the monochromatic  light  (between 275 and 350 nm) of  the unknown 416 
source, (ii)– collect its full kinetic trace by monitoring the variation of the absorbance at 325 nm 417 




It  is  interesting  to  notice  that  in  general,  the  variation  of ߚఒ೔ೝೝ  with ߣ௜௥௥ will  depend  on  the 422 
various parameters making up the general expression of the ߚఒ೔ೝೝ  factors (Eq.2). However, the 423 
obtained ߚఒ೔ೝೝ  values  for  a  given  actinometer  can  be  used  for  the  determination  of  ఒܲ೔ೝೝ  424 
irrespective of how ߚఒ೔ೝೝ  particularly  correlate with ߣ௜௥௥. A  triangular pattern has been  found 425 
here  for  DBZ,  but  linear  relationships  were  obtained  for  Nifedipine,16  Montelukast18  and  a 426 
diarylethene derivative, DAE.15 427 
 428 
Furthermore,  it  is  reasonable  to envisage  that  a  combination–actinometer,  involving  several 429 






are easily collected and avoiding  the usual problems encountered  for other actinometers.  In 434 
addition of being simple–to–implement, it can be run without depending on the knowledge of 435 





used  for  drugs  absorbing  below  350  nm,  it  can  however  only  be  used  for  monochromatic 441 
irradiation beams. This might be seen as a limitation for applications using polychromatic light. 442 
It  is  though  important  to  stress  the  fact  that  integrated  rate–laws  of  such  a  polychromatic 443 
absorption have not yet been made available. The actual actinometers used  for  that purpose 444 




It  is  also  important  to  notice  that  the ߚఒ೔ೝೝ  factors  (Eq.2),  labelled  lately  the  pseudo‐rate‐449 
constants,23  offer  an  undeniable  advantage  of  rendering  possible  the  direct  comparison  of 450 
reactivity  for  different  photodegradation  reactions  performed  in  the  same  solvent  but 451 
irrespective  of  the  molecule  and  experimental  conditions  used.  Indeed,  the  pseudo‐rate‐452 
constants of the group of active pharmaceutical  ingredients reported  in Table 5,  indicate that 453 
Montelukast  has  the  highest ߚఒ೔ೝೝ  value  and  hence,  in  the  optimal  conditions,  is  the  most 454 




faster  than Nisoldipine, a cardiovascular drug similar  to Nifedipine,  that  is considered one of 457 
the  fastest known photoreactive drugs. This  is a significant result as  for  these  two molecules 458 
the maximal values of ߚఒ೔ೝೝ  are recorded at relatively close irradiation wavelengths of 360 and 459 
370  nm  for  Montelukast  and  Nisoldipine,  repectively.  In  this  context,  DBZ  has  moderate 460 




is  not  possible  to  find  a  simple  correlation  of  their  values with  those  of  the  corresponding 465 
quantum yields (Table 5). For instance, the maximum experimental value of the quantum yield 466 
of Fluvoxamine is 2.4‐folds higher than that of Montelukast but the maximum value of the ߚఒ೔ೝೝ  467 
factor of  the  latter  is  13.5  times  that of  the  former.  This  is  therefore  a  compelling  example 468 
demonstrating  that  a  comparison  of  quantum  yields  would  not  be  informative  on 469 
photoractivity of  transforming molecules  in  solution  (such a comparison might eventually be 470 
considered for AB(1) systems where only the initial species absorbs the irradiation light if the 471 
absorption  coefficients  of  the  compared  systems  do  not  show  important  differences  at  irr, 472 
such  as  for DBZ  in  the  range  300‐400  nm).  These  findings might  help with  the  difficulty  of 473 
comparing  photodegradation  studies,  as  has  been  reported  in  the  pharmaceutical 474 
literature,12,13 and emphasises further a strong advice against using the thermal 0th‐, 1st‐ and/or 475 







Drugsa  Wavelengthb /nm  Quantum yield  Pseudo‐rate‐constant c   Ref. 
E‐Montelukast  258 – 360  0.065 – 0.180  2251 – 28069  18 
Nisoldipine  320 – 390  0.304 – 0.351  7558 – 8851  24 
Dacarbazine  300 – 350  0.016 – 0.049  2121 – 4013  ‐ 
E‐Sunitinib  340 – 480  0.020 – 0.026  1560 – 5847  22 
E‐Fluvoxamine  260 – 290  0.013 – 0.435  818 – 2077  23 
a : measurements performed in ethanol for drugs’ concentration varying between 1.8 x 10‐6 and 481 
8.9 x 10‐6 M.   482 









the  formation of a single photoproduct. The  reaction progress with  time has been proven  to 492 
obey –order kinetics. The DBZ photodegradation quantum yields, determined  in  the  region 493 
221–350 nm, are wavelength dependent and their variation has been modelled by a sigmoid 494 








that  makes  this  anti–cancer  drug  a  functional  actinometer  in  the  275–350  nm  range.  The 501 
procedure proposed here should work well for monochromatic irradiation. However, both the 502 
sigmoid  variation of Φୈ୆୞→୔୔஛౟౨౨  and  the  triangular  shape of  the ߚఒ೔ೝೝ  factor  indicate  that DBZ–503 
actinometry is most likely not suitable for polychromatic light beams. In fact, this might be the 504 
case  for  many  actinometers  since  their  individual  quantum  yield  values  should  a  priori  be 505 
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